esp@cenet document view 



Page 1 of 1 



Use of an extract of Bertholletia in cosmetics or in pharmaceuticals, and for 
the preparation of cell-culture media CfmMyHUlbq 



Publication number: 

Publication date: 

Inventor: 

Applicant: 

Classification: 
- international: 



- European: 
Application number: 
Priority number(s): 



EP0826367 
1998-03-04 

BONTE FREDERIC (FR); DUMAS MARC (FR) 
LVMH RECH (FR) 

C12N5/06; A61K8/00; A61K8/96; A61K8/97; 
A61K36/00; AB1K36/18; A61P17/00; A61P43/00; 
A61Q1/02; A61Q19/00; A61Q19/08; C12N5/00; 
C12R1/91; C12N5/06; A61K8/00; A61K8/96; 
A61K36/00; A61K36/18; A61P17/00; A61P43/00; 
A61Q1/02; A61Q19/00; A61Q19/08; C12N5/00; (IPC1- 
7): A61K7/48; A61K35/78 

A61K8/97; A61Q1/02; A61Q19/00; A61Q19/08 

EP19970401946 19970819 

FR1 996001 0356 19960822 



Also published as: 

JP1 0203992 (A) 
FR2752527 (A1) 
EP0826367 (A3) 



Cited documents: 

1 W09625143 
g XP002028770 
1 XP002028771 




Report a data error here 



Abstract of EP0826367 

Use of a Bertholletia extract as a cosmetic for stimulating collagen VII synthesis and/or promoting vitamin 
C incorporation into skin cells, particularly fibroblasts, is new. Also claimed is the use of a Bertholletia 
extract, particularly Bertholletia excelsa, in a culture medium containing skin cells, particularly fibroblasts 
and keratinocytes, for stimulating collagen VII synthesis in the cells and/or promoting the incorporation of 
vitamin C into them. 
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(57) L'invention concerne de nouvelles utilisations 
d'un extrait de Bertholletia dans le domaine cosmetique 
ou pharmaceutique, notamment derm atologi que et pour 
la preparation de milieux de culture de cellules. 

Elle concerne plus particutierement les utilisations 



dans le domaine cosmetique ou pharmaceutique ou Ton 
cherche a stimuler la synthese du bollagene VII et/ou a 
favoriser Incorporation de la vitamine C dans les cellu- 
les de la peau, en parttculier dans les fibroblastes. 

Elle concerne egalement de nouveaux milieux de 
culture de cellules contenant un extrait de Bertholletia. 
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Description 

La pr6sente invention concerne de nouvelles utilisations, en particulier dans le domains cosmeTique ou-pharma- 
ceutique, notamment dermatologtquc, d'un extrait de Bertholletia. 

5 Elle concerne egalement de nouvelles utilisations du mdme extrait dans des milieux de culture de cellules, notam- 

ment des milieux de culture de cellules de la peau humaine. 

La plante Bertholletia appartient a la famille des Lecythidacees. II s'agit d'un genre qui comprend deux especes 
extremement voisines : Bertholletia excelsa et Bertholletia nobilis. Ce sont des arbres des regions tropicales de I'Ame- 
rique du Sud ( que Ton rencontre en particulier au Br6sil. Ms peuvent atteindre 30 a 40 metres de hauteur. On les appelle 

to comrnunement noyers ou chataigniers du Bresil. Les noix des deux especes sont a peu pres identiques et sont prati- 
quement confondues. Elles sont utilisees pour leurs qualites alimentaires. 

On en trouve une description notamment dans I'ouvrage "Dictionnaire des Huiles vegetales" par Paul H. Mensier, 
Editions Paul Lechevatier, Paris, 1957. 

En Amazonie, I'ecorce du tronc de Bertholletia excelsa, qui contient notamment des saponines, est utilises en 

15 infusion contre les maladies du toie, L'huile de ses graines peut servir a la fabrication de savons (R E. Schultes et al. 
The healing forest. Discorides Press, Portland, Oregon, USA, 1990, vol. 2, pages 225-226). 

II a maintenanl 6t6 decouvert que les extraits de Bertholletia presentaient un grand intdret dans le domaine cos- 
metique ou pharmaceutique, notamment en dermatologie, du fait de leur action sur la synthese du collagene VII et 
egalement du fait de leur effet sur le transport de la vitamin e C vers les cellules. 

20 On sait que la peau contient essentiellement du collagene I, proteine synth6tis6e par les fibroblastes, cellules 

majoritaires du derme. Cette proline joue un role de soutien et est responsable des qualites biomecaniques du derme, 
en particulier de sa fermete et du maintien de son architecture (E.U. KUCHARZ, 'The collagens : Biochemistry, and 
pathophysiology' , Springer Verlag, Berlin 1992). Parailleurs, il a 6t6 montre que les fibroblastes du derme des per- 
sonnes §g6es s^cretent moins de collagene que ceux des sujets jeunes (M. DUMAS et al, Mech, Ageing Dev. (1994) 

25 73 s 179-187). Ainsi, avec I'Sge, se produit une diminution des qualites rh^otogiques de la peau et de sa rSponse aux 
contraintes auxquelles elle est soumise quotidiennement. La peau se distend, r6agit moins bien aux tensions, perd 
son tonus et les rides se creusent. 

On sait aussi que le collagene IV est un collagene majeur de la jonction dermo-epidermique. On pourra se rapporter 
a ce sujet a I'article de Briggaman R.A., intitule "Biochemical composition of the epidemial-demial junction and other 

30 basement membranes', publie* dans J. Invest. Dermatol. 78 (1982), pages 1-6, ou I'article de P. Verando intitule "La 
jonction dermo6pidermique" publi6e dans le Seminaire Inserm, vol. 214, (1991), pages 83-100, Edition Inserm, 

Ce collagene IV qui se trouve au niveau de la lamina densa, intervient dans Tattachement cellulaire et est synth6tis6 
par les keratinocytes. Les plaques d'ancrage assurent les liaisons entre les fibritles d'ancrage Ii6es aux keratinocytes 
et la matrice extracellulaire du derme constitute de fibres de collagene (collagene I et III). Ces plaques d'ancrage sont 

35 constitutes de collagene IV. Elles sont essentielles dans le maintien d'une interface fonctionnelle entre les deux com- 
partiments cutanes. Le collagene IV joue egalement un rdte important dans les processus de cicatrisation. II permet 
la formation d'une peau cicatricielle de bonne qualite. 

Le collagene de type VII est le constituant predominant des fibrilles d'ancrage, associSes a la membrane basale, 
reliant I'epiderme au derme. II est synthetise par les keratinocytes basaux et, en quantity moindre, par les fibroblastes 

40 du derme comme decrit par R.BURGESON, "Type VII collagen, anchoring fibrils, and epidermolysis bullosa", J.lnvest. 
Dermatol, 101 ,252-255,1993. Desetudes recentesont montre qu'une application topiqued'acide retinoique augmentait 
le nombre de fibrilles d'ancrage sur des peaux ayant subi un vieillissement actinique. 

Selon Y.Q. CHEN, A.MAUVIEL, J.RYYNANEN, S.SOLLBERG ; J.UITTO : "Type VII collagen gene expression by 
human skin fibroblasts and keratinocytes in culture : Influence of donor age and cytokine responses", J. Invest. Dermatol 

45 (1994), 102, (2), 205-209, les manifestations du vieillissement cutane\ telles qu'une fragilite cutanea accrue et une 
diminution des capacites de reparation de repiderme, pourraient etre attribuables a une synthese de collagene VII 
diminu6e chez les sujets ages. 

On a maintenant mis en Evidence de facon tout a fait surprenante I'effet d'un extrait de Bertholletia sur la s6cr6tion 
de collagene VII par une souche de keratinocytes humains normaux en culture. 

50 Cette constatation a conduit a la mise au point de nouvelles compositions cosmetiques ou pharmaceutiques, 

notamment dermatologiques, plus particulierement utiles dans toutes les applications ou Tun cherche a stimuler la 
synthese du collagene VII, en vue en particulier de favoriser la cohesion derme-tpiderme. Cette propriety s'est av6ree 
particulierement utile pour I'eiaboration de compositions topiques cosmetiques ou dermatologiques. De telles compo- 
sitions permettent, en particulier, de favoriser la cohesion derme-epiderme dans les peaux atones, relachees. Elles 

55 permettent 6galement de trailer les pathologies ou la jonction dermo-epidermique est deficiente, telle que repidermo- 
lyse bulleuse. 

Par ailleurs, on a egalement montre que, de facon surprenante, les extraits de Bertholletia permettaient d'am6liorer 
consid6rablement I' incorporation (ou transport) de vitamine C dans les cellules cutanees, en particulier les fibroblastes. 
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Or, it 6tait connu que la vitamin e C ou acide L-ascorbique intervenait a d iff 6 rents niveaux dans les cellules de 
mammiferes : 

comme agent anti-oxydant grace a son potentiel redox faible, en particulier dans les mecanismes de protection 
5 cellulaire centre les peroxydes produits continueilement par la chaTne respiratoire mitochondriale, 

comme co-facteur d'enzymes telles que les hydroxylases essentielles a la synthese des collagenes de type I et III, 

Ainsi, la vitamine C pr6sente une grand© importance dans plusieurs fonctions vitales de la cellule, importance qui 
nous explique l'inter§t porte a son transport depuis le milieu extracellulaire, jusqu'au compartiment cytoplasm ique. Or, 
70 cette molecule n'est pas synth6ti$6e par les cellules humaines, notamment cutan6es. Elle est apportee par Talimen- 
tation, absorbee au niveau intestinal et vehiculee vers tous les tissus par le sang dans lequel le taux plasmatique atteint 
en general 25 u,M environ. Dans la cellule, son incorporation s'effectue contre le gradient de concentration proteique 
■ par un transporter proteique a haute affinite. 

Cette derniere constatation a permis la mise au point de nouvelles compositions cosmetiques ou pharmaceutiques, 
is notamment dermatologiques, plus particulierement utiles dans toutes les applications ou Ton cherche a ameliorer Tin- 
corporation de la vitamine C dans les cellules cutan6es, en particulier dans les fibroblastes. 

Ainsi, selon Tune de ses caracteristiques essentielles, I'invention concerne I'utilisation d'un extrait de Bertholletia, 
en particulier de Bertholletia excclsa, comme agent cosmetique destine a stimuler la synthese du collagene VII et/ou 
a favoriser I 1 incorporation de la vitamine C dans les cellules de la peau, en particulier dans les fibroblastes. 
20 Cet agent cosmetique sera introduit dans une composition cosmetique comprenant un v6hicule cosmetiquement 

acceptable dans lequel Textrait sera dissous ou mis en suspension. 

Suivant le premier aspect selon lequel I'agent cosmetique agit pour favoriser la synthese du collagene VII, la 
composition s'avdrera particulierement utile dans toutes les applications ou Ton cherche a ameliorer la cohesion derme- 
epiderme. II pourra en particulier s'agir d'un produit anti-rides, d'un produit destine a lutter contre le vieillissement 
25 actinique de la peau, e'est-a-dire le vieillissement induit par les rayonnements, en particulier le rayonnement solaire 
ultra-violet. 

D'une facpn generale, selon ce premier aspect, les compositions cosmetiques de I'invention s'averent particulie- 
rement utiles en tant que produits raffermissants de la peau destines, en particulier, a lutter contre les peaux laches 
ou atones. 

30 Selon le deuxieme aspect, les compositions cosmetiques pourront etre egalement destinies a ameliorer 1' incor- 

poration de la vitamine C par les cellules de la peau. Un tel effet conduira a une amelioration du metabolisme cellulaire, 
en particulier a une stimulation des syntheses cellulaires, notamment eel les des difle rents types de collagene et de 
I'elastine. Ainsi, en favorisant I'incorporation de la vitamine C, les extraits de Bertholletia, en particulier de Bertholletia 
excelsa, ameiiorent T6tat de la peau, notamment en restaurant ou en augmentant sa tonicity, son 6lasticite et en 
35 retardant ('apparition des rides. 

Selon une variante de Tun ou I'autre de ces deux aspects, (edit agent cosmetique est incorpore dans une compo- 
sition a usage topique contenant en outre de la vitamine C ou un derive d'acide ascorbique. 

L'invention vise egalement I'utilisation des memes extraits de Bertholletia pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee a traiter les pathologies liees a une deficience de la jonction derme-epiderme, en particulier 
40 celles liees a une deficience de la synthese du collagene VII. 

A titre d'exemple de telles pathologies, on citera, en particulier, Tepidermolyse bulleuse. 
Selon une autre variante de ('invention, Textrait de la plante Bertholletia sera utilise pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique, notamment dermatologique, destined a traiter les pathologies Ii6es a une deficience de 
I'incorporation de la vitamine C dans les cellules de la peau, en particulier dans les fibroblastes. 
^5 La composition pharmaceutique ci-dessus contiendra avantageusement un vehicule pharmaceutiquement accep- 

table dans lequel Textrait de Bertholletia sera dissous ou mis en suspension. 

Elle contiendra egalement, selon une variante particulierement avantageuse, en outre de la vitamine C ou un 
derive d'acide d'ascorbique. L'effet de Textrait de Bertholletia dans une telle composition serad'ameliorer I'incorporation 
de la vitamine C dans les cellules deticientes en un tel compose. 
50 Selon une variante, dans les differentes compositions cosmetiques ou pharmaceutiques vis6es par la presente 

invention, Textrait de Bertholletia est un extrait d'ecorce de cette plante, en particulier un extrait de tronc de la plante 
Bertholletia excelsa. 

Selon une autre variante de realisation, Textrait de Bertholletia est un extrait des fruits, e'est-a-dire un extrait des 
noix, de Bertholletia. On choisira de preference un extrait de p6ricarpe des noix de Bertholletia excelsa. 
55 En particulier, Textrait de Bertholletia peut dtre obtenu selon le procede decrit ci-apres a titre indicatif, mais nulle- 

ment limitatif. 

On effectue une premiere extraction de T6corce ou des noix, en particulier T6corce du tronc ou du p6ricarpe de 
noix, de la plante par un solvant polaire, avantageusement choisi parmi le groupe constitue par Teau, les alcools 
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comportant de preference de 1 a 4 atomes de carbone, les solvants chlores comportant de preference 1 a 2 atomes 
de carbone, les esters organiques comportant de preference de 3 a 6 atomes de carbone et les solvants mixtes a base 
d'un melange quelconque des solvants pr6cit6s. 

Encore de preference, le solvant de premi&re extraction est choisi parmi le groupe consistant de I'eau, du methanol, 
5 de l'6thanol, d'un melange m6thanol-eau ou un melange ethanol-eau, du chloroforme et du dichloromethane. Encore 
de preference, il s'agit de I'eau, du methanol, de P6thanol ou d'un melange quelconque de ces solvants. 

Un extrait tout particulierement pr6f6r6 selon I'invention sera un extrait aqueux du pertcarpe de noixde Bertholletia, 
et plus particulierement du Bertholletia excelsa. 

Le rapport de l'6corce ou des noix, en particulier le p6ricarpe de noix, a I'agent d'extraction n'est pas critique et 
io generalement sera compris entre 1 : 5 et 1 : 20 parties en poids. 

L'extraction s'effectue g6n6ralement a des temperatures comprises entre la temperature ambiante et le point 
d'ebullition du solvant utilise pour l'extraction. 

De preference, cette premiere extraction est effectu6e au reflux sous pression atmosph6rique pendant une duree 
de 2 a 4 h. En outre, elle est avantageusement precedee d'une maceration a froid pendant 2 a 4 h dans le solvant 
15 d'extraction. 

En fin d'extraction, la phase du solvant contenant I'extrait est filtr6e puis concentree et/ou evapor6e a sec sous 
pression reduite. On obtient ainsi un premier extrait brut de Bertholletia selon I'invention. Cet extrait brut peut etre 
purifie selon divers procedes bien connus de I'homme de I'art. 

Les extraits de Bertholletia, plus particulierement de Bertholletia excelsa, sont riches en saponines. De plus, ces 
20 extraits, en particulier les extraits de p6ricarpe de noix de Bertholletia excelsa, quelque soit le solvant polaire d'extrac- 
tion utilise, tel que I'eau ou le methanol, contiennent des tanins, en particulier des tanins eilagique et galliques. 

Si Ton souhaite enrichir en saponines I'extrait de Bertholletia selon I'invention, on opere selon le precede decrit ci- 
apres a titre indicatif, mais nullement limitatif. L'extrait obtenu apres la premiere extraction est evapore a sec. Le residu 
est ensuite repris par du methanol. La solution obtenue est versee dans de I'acetone. II se forme alors un precipite 
25 que I'on r6cupere par filtration. De preference, ce precipite est seche, puis dialyse contre de I'eau demin6ralisee. Enfin, 
on lyophilise pour obtenir un extrait sec de Bertholletia enrichi en saponines, selon I'invention. 

Les procedes d'extraction decrits ci-dessus s'appliquent en particulier a I'espece Bertholletia excelsa. 

Dans I'un ou I'autre des aspects precedents, on utilisera de preference i'extrait de Bertholletia, en particulier Ber- 
tholletia excelsa, a une concentration comprise entre 0,0001 % et 1 % en poids par rapport au poids total de la com- 
30 position finale. De preference, cette concentration est comprise entre 0,01 % et 0,25 % en poids par rapport au poids 
total de la composition finale. 

Egalement dans Tun quelconque des aspects precedents, la composition selon I'invention contient de preference 
en outre une substance active choisie parmi le groupe constitue par I'acide mall6cassique, i'acide asiatique, le mad6- 
cassoside, I'asiaticosidc, I'alpha- 1 -proteinase inhibiteur, les inhibiteurs de collagenase, tels que I'acide retinoique, les 
35 inhibiteurs d'6lastase, la lysine, la proline, le 2-oxoglutarate, le gins6noside Rq, la vitamine D et ses derives, les ecdys- 
teroTdes, en particulier la beta-ecdysone et la vitamine E. 

Enfin, selon un dernier aspect, I'invention concerne egalement un precede de traitement de cellules en culture, 
en particulier de cellules de la peau humaine, notamment de fibroblastes et de keratinocytes, par une concentration 
efficace d'un extrait de Bertholletia pour obtenir une stimulation de la synthese du collagene VII ou une amelioration 
40 de Incorporation de la vitamine C dans lesdites cellules. 

Le procede de traitement de cellules en culture precite, selon ('invention, est particulierement avantageux lorsqu'il 
est applique dans le cas de la preparation d'une peau reconstituee. lmmobilis6es sur un support, lesdites cellules 
reconstituent plus rapidement une matrice extracellulaire, et I'apparition d'une jonction dermo-epidermique est favori- 
s6e. 

45 Suivant une variante pr6fer6e de mise en oeuvre de ce precede, on traite la culture de cellules avec un extrait de 

Bertholletia a une concentration comprise entre 0,1 |ig/ml et 10 u,g/ml par rapport au milieu de culture. 

D'autres buts, caract6ristiques et avantages de I'invention apparaitront clairement a la lecture de la description 

explicative qui va suivre, faite en reference a plusieurs exemples donnes uniquement a titre d'i (lustration et qui ne 

sauraient par consequent en aucune facon limiter la portee de I'inventbn. 
so Dans les exemples, les pourcentages sont exprim6s en poids, sauf indication contraire. Dans le cas des extraits, 

les quantit6s de ceux-ci sont exprimees en poids sec. 

Exemple 1 

55 Preparatio n d'un extrait methanolique d'ecorce du tronc de Bertholletia excelsa, enrichi en saponines 

On prepare de la poudre d'ecorce de tronc de Bertholletia excelsa par broyage. On fait ensuite mac6rer 49 g de 
cette poudre pendant 2 h dans 500 ml de methanol. On porte le tout a reflux pendant 3 h, puis on laisse refroidir et on 
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filtre sur verre frittE. Ce filtral obtenu constitue un premier extrait selon I'invention, dit exlrait l v Ce premier extrait est 
EvaporE a sec. Le residu, pesant 14,7 g, est repris par 100 ml de methanol. On effectue une prEcipitation en versant 
cette solution dans 500 ml d'acEtone, puis on filtre. Le precipite est ensuite sEchE sur un agent deshydratant solide 
tel que de la potasse, on obtient ainsi 1 ,33 g de produit sec. Une quantite de 830 mg de ce produit est ensuite dialysEe 
5 pendant 4 jours contre 9 ml d'eau dEminEraiisEe, puis on lyophilise. On obtient ainsi 182 mg d'extrait enrichi en sapo- 
nines selon I' invention, dit extrait l 2 . 

Exemple 2 

70 PrEparation d'un extrait methanoligue de p6ricarpe de noix de Bertholletia excelsa du BrEsil. 

On rassemble les pEricarpes de noix de Bertholletia excelsa du bresil disponibles dans le commerce que Ton broie 
grossierement et finement. 

On prend alors 100 g de la poudre de pericarpe de noix ainsi obtenue et on I'extrait successivement trois fois par 
*s 1 I de methanol au reflux pendant 30 min. 

Chaque extrait est fittrE sur un filtre de diametre de pore de 0,45 ujti et les trois extraits sont rEunis. 
On concentre a I'aide d'un evaporateur rotatif jusqu'a obtention d'un film sec. 
Ce film est repris sous agitation par de I'eau. Le lait ainsi obtenu est lyophilise. 

On obtient ainsi environ 5 g d'extrait de pericarpe de noix riche en saponines selon Invention, dit extrait l 3 . On 
20 notera que le rendement de I'extraction est voisin de 5 %. 



Exemple 3 

Preparation d'un extrait aqueux 

25 

On extrait trois fois 30 minutes par de I'eau a Ebullition du pericarpe de noix prealablement broye, on rassemble 
les 3 extraits, on les filtre sur 0,45 um et on les lyophilise. On obtient de fines et legeres paillettes brunes. 
Le rapport initial drogue broyEe / solvant est de 1/10. 
Le rendement d'extraction est de 8 %. 

30 

Exemple 4 



35 



Mise en Evidence de la stimulation de la svnthese du collagene VII 

Le test ci-dessous a EtE rEalisE sur I'extrait l 3 recuperS dans I'exemple 2. 
Les tests ont EtE rEalisEs en aveugle.- 



1 - Protocole du test 



40 a) Provenance des kEratinocvtes : 

Les cultures de kEratinocvtes humains normaux (KHN) sont etablies a partir d'un prelevement chirurgical de peau 
saine. Dans la presente etude, les tests ont ete realises sur une souche cellulaire provenant d'un lifting d'une femme 
caucasienne de 44 ans (souche notEe KH 44 ans). Les resultats ont ete confirmes sur une autre souche cellulaire 
45 notEe KH 56 ans, provenant d'un lifting realise sur une femme caucasienne de 56 ans. 

b) Conditions de culture : 

Les keratinocytes sont maintenus dans le milieu SFM (Scrum Free Medium) complet (note SFMc, GIBCO). Les 
50 cellules ont Ete sous-cuftivees une fois a partir de la primoculture (soit un passage, note P1 ). 

c) Conditions de traitement : 

L'ensemencement des cellules est realisE en plaque de culture a 96 puits a raison de 30 000 KHN par puits dans 
55 le milieu SFMc. Apres 24 h d'incubation necessatre a la bonne adherence des cellules, le milieu est remplacE par un 
milieu SFMc diluE a 2 %, limitant la prolifEration des keratinocytes. Les solutions-mEre de produit obtenu selon I'exemple 
2 (notE l 3 dans le tableau 1 ) sont prEparEes extemporanEment dans le DMSO aux concentrations de 1 -2,5-5mg/ml et 
introduites dans le milieu d'Etude a 0, 1 % V/V final (soit les concentrations testEes ; 1 - 2,5 - 5 u.g/ml). Le tEmoin recoit 
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I'excipient du produit, soit 0,1 % V/V de DMSO. Le test de viability XTT, ainsi que I'observation microscopique des 
cellules, n'ont pas revele* d'effets cytotoxiques du produit aux concentrations inferieures a 10 u.g/ml. (Kit XTT BOE- 
HRINGER, ReT 1465015). 

Les cellules sont mises au contact du milieu de traitement pendant 72 h, temps requis pour une synthese optimale 
de collagene VII d'apres une etude cinStique prdalable. 

Les sumageants d'incubation sont pr6lev6s en vue du dosage du collagene VII s6cr6te\ Un dosage des prolines 
est effectue sur le tapis cellulaire restant dans les puits (methode BCA, SIGMA), dans le but de rapporter les quantity 
de collagene VII secr6t6es aux taux de proteines cellulaires. 

Six cultures sont realisees pour chacune des trois concentrations et pour I'essai temoin. 

d) Dosage ELISA du collagene VII : 

Le protocole de dosage du collagene VII par une methode ELISA a &6 adapts a partir de celui utilise* pour le 
dosage du collagene I (M. DUMAS, C. CHAUDAGNE, F. BONTE, A. MEYBECK : "In vitro biosynthesis of type I and 
III collagens by human dermal fibroblasts from donors of increasing age". Mechanisms of Ageing and Development, 
73 (1994) 179-187). 

Les modifications suivantes ont ete apportees : 



1er anticorps : Anticorps monoclonal de souris anti-collagene type VII humain, isotype lgG1 (Life Technologies, 
20 Ref. 12073-011). 

- 2eme anticorps : Anticorps de chevre anti-IgG totaux de souris, couple a la phosphatase alcaline (Interchim, Ret 
115-056-062). 

e) Expression des resultats et interpretation statist ique : 

25 

En I'absence de collagene de type VII humain commercialement disponible pour l'6tablissement d'une gamme- 
etalon, les resultats de la secretion de collagene VII par les keratinocytes sont exprimes en unites de density optique, 
auxquelles on soustrait I'extrait temoin du dosage (notees D.O. - Blanc). Ces valeurs sont ramenees au taux de pro- 
teines cellulaires du puits correspondant (pour 72 h d'incubation). 
30 L'activit6 du produit est evaluSe par le pourcentage de stimulation ; 



[(Collagene VII des KHN traites - Collagene VII des KHN temoins) / Collagene VII des KHN temoins] x 100. 

35 Les resultats obtenus sur les cultures traitees et tSmoins sont compares par le test de Student non apparie, le 

seuil de significativite retenu 6tant p<0,05. 

R6sultats - Conclusion 

40 Les r6sultats sont donnes dans le tableau 1 ct-dessous, a partir de la moyenne des mesures sur les difterentes 

cultures : 



Tableau 1 



Produit et concentrations 


Collagene Vfl (DO) /100u.g proteines 


% d'activite 


Significativite 


tSmoin DMSO 


0.324+/-0.03 






l 3 1u.l/mg 


0,522 +/- 0,056 


+ 61 


s 


l 3 2,5 ng/ml 


0,603+/- 0,155 


+ 86 


s 


l 3 5 ug/ml 


0,656+/- 0,116 


+ 102 


s 



g = significant (test d© Student, p < 0,05) 



II ressort clairement de ces resultats que I'extrait de Bertholletia cxcelsa l 3 stimule tres fortement la synthese du 
collagene VII, constituant principal des fibrilies d'ancrage. Ainsi, les extraits de Bertholletia peuvent done §tre avanta- 
geusement utilises pour ameliorer la jonction dermo-epidermique, dans des compositions cosmetiques, dermatologi- 
ques ou des milieux de culture cellulaire. 
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Exemple 5 

Mise en evidence de I'effet sur le transport de I'acide ascorbique 



5 5,1, Materiels et mSthodes 

a. Provenance des fibroblastes 

Les cultures de fibroblastes humains normaux (FHN) sont obtenues par la melhodes des explants, a partir de 
io pr6levements de peau chirurgicalc saine. L'etude a porte sur une souche de fibroblastes provenant d'un lifting realise 
sur une femme caucasienne de 53 ans. 

b. Conditions de culture 

75 Les fibroblastes sont cultives dans du milieu E 199 (Gibco), complements en L-Glutamine 2mM (note E199c) et 

avec 10 % vA/ de s6rum de veau loetal (Gibco) note SVR La souche de fibroblastes utilised 6tait au stade de la 
primoculture. 

c. Preparation des solutions mere de produits 

20 

L'extratt melhanolique du pericarpe de noix de Bertholletia excelsa code" l 3 obtenu dans Texemple 2 a 6\6 teste 
en aveugle en comparaison avec son excipient de solubilisation. Des solutions meres de I'extrait aux concentrations 
de 5 - 2,5 et 1 mg/ml dans le dim6thylsutfoxyde (DMSO) ont 6t6 pr6par6es extern poran6ment. Chaque solution mere 
a 6t6 introduite a 0,1 % v/v dans le milieu d'incubation des cellules pour obtenir des concentrations finales de 5 • 2,5 
25 et 1 u,g/ml au contact des cellules. Ces concentrations ne pr^sentent aucune cytotoxicrte sur FHN telle que determined 
par le test au XTT bas6 sur la mesure de I'activite de la succinate deshydrogenase mitochondriale. 

d. Conditions de traitement des fibroblastes 

30 130 000 FHN sont ensemencSs par puits de microplaques (24 puits FALCON) dans un milieu E 1 99c + 1 0 % SVR 

Apres 24 h d'incubation, le milieu est remplacS par un milieu E199C sans SVF, additbnn6du produit a tester, aux 
concentrations indiqu6es, ou de I'excipient de ces produits (DMSO a 0,1 % v/v) . Des t6moins sans DMSO ont 6gale- 
ment 6t6 r6alis6s afin de verifier I'absence d'effet propre de ce produit sur la fonction cellulaire 6tudi6e. 

Au bout de 48 heures d'incubation, on realise I'essai sur le transport intracellulaire de la vitamine C, au moyen du 
35 scl de sodium de la vitamine C marquee (L-ascorbate- 14 C de sodium). 

e. Conditions d'6tude du transport de I'acide L-ascorbique- 14 C dans les fibroblastes 

Les puits sont rincSs avec du milieu E1 99C a 37°C sans s6rum et I'on ajoute 0,5 ml de ce meme milieu contenant 
40 150 u/nol/1 d'ascorbate- 14 C de sodium (Amersham ref. : CF620, activity spScifique de 14,1 Ci/ujnol) prepare extem- 
poranement. 

Les plaques sont ensuite incubees 2 heures a 37°C, puis le milieu d'incubation est retire et le tapis cellulaire rince 
avec du milieu sans serum pour enlever toute trace de radioactivity cxtracellulaire. On ajoute ensuite 500u.t/pu its de 
methanol a 60 % afin de permeabiliser la membrane plasmique des fibroblastes et liberer le contenu intracellulaire. 
45 Les 500 uJ recup6res, contenant l'ascorbate- 14 C intracellulaire, sont concentres 10 fois et analyses par H.PL.C. 

f . Dosage prot6ique 

Le dosage des proteines est realise* par la methode BCA (acide bicinchoninique, Sigma) sur le tapis de cellules 
50 permSabilisees de chaque puits, apres solubilisation par de la soude 0,1 M. Les DO lues a 570 nm sont converties en 
ng de proteines a I'aide d'une gamme etalon de s6rum albumine bovine (Sigma). Cette valeur permet d'exprimer la 
quantite d'ascorbate par u,g de prolines. 

g. Dosage de I'ascorbate- 14 C par H.PL.C. 

ss 

L'ascorbate - 14 C cellulaire est identify par son temps de retention identique a celui de la source radioactive - 14 C 
initiale. La quantification s'effectue a I'atde d'un detecteur de radioactivite (Berthold) par integration du pic correspon- 
dant. 
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La colonne utilised est une colonne silice -NH 2 protegee par une colonne de garde remplie avec la meme phase. 
L*6luant est compost d'acetonitrile gradient grade (Merck) 75 % (v/v) dans un tampon phosphate a pH = 5,95. 
Les bilans de comptage de la radioactivity contenu intracellulaire + extracellulaire sont d'environ 95%. 

5 h. Expression des rdsultats et interpretation statistique 

Les quantity d'ascorbate- 14 C (note Asc- 14 C) intracellutaires sont exprimSes en pmolc par ng de proteines apres 
incubation de 2 h. Un calcul compl6mentaire permettant d'exprimer I'activite du produit (en %) a 6te effects comme 
suit: 

, Asc' 14 C des FNH traites - Asc - 14 C des FNH temoins . V4rtft 

^ ^ JX1UO 

Asc- C des FHN temoins 

15 Les resultats obtenus sur les cultures traces et temoins sont compares par le test t de Student non apparie\ Les 

valeurs de p obtenues figurent dans les tableaux de resultats cktessous; p = 0.05 est fixee comme seuil de signrfica- 
tivite. 

5.2. Resultats 

20 

On a ve>ifi6 les proprietes de I'extrait rrtethanolique l 3 en le testant a trois concentrations et en travaillant avec 6 
cultures temoins et 6 cultures traitees. Au prealable, on a vSrifie I'absence d'effet propre du DMSO, excipient de so- 
lubilisation de I'extrait, sur les parametres mesurSs. 

25 a. Effet du DMSO sur le transport de I'ascorbate - 74 C. 

L'effet du DMSO en ce qui concerne I'ascorbate figure dans le tableau 2 ci-dessous: 



Tableau 2 : 



30 


Contenu intracellulaire en ascorbate * 14 C 




Traitement des cellules 


Ascorbate intra.Cell pmo!e/|ig prot/2 h 


% d'activite 


Significativrte(*) 




T6moin 


1,51 +/-0.46 






35 


+ 0,1 % DMSO 


1.71 +/-0.17 


(pas d'effet significatif) 


NS( p=0,541) 



* Comparison effectuee entre 3 temoins el 3 traites. NS = non significatif <test de Student , seuil p < 0,05) 



Conclusion: Le DMSO a 0,1 % v/v ne modifie pas de maniere significative le contenu intracellulaire en 
ascorbate 14 C. 

40 

b. Effet de I'extrait l 3 sur le transport d'ascorbate 14 C 

Le tableau 3 ci-dessous donne les resultats obtenus dans le cas du traitement par I'extrait I, en solution dans le 
DMSO. 

45 



Tableau 3 : 



Contenu intracellulaire en ascorbate" 14 C 


Traitement des cellules 


Ascorbate intra.Cell. pmole/|ig prot/2h 


% de stimulation 


Significativrte(*) 


+ 0,1 % DMSO 


1,51 +/-0.34 






l 3 1 u.g/ml 


2,35 +/- 0,45 


+ 55 


S(p=0,005) 


l 3 2,5ug/ml 


2,30 +/- 0,36 


+ 52 


S(p=0,003) 


l 3 5 uxj/ml 


2,69 +/-0.12 


+ 78 


S(p=0,0001) 



S : significativite (Test de Student, seuil : p < 0,05) 



+ Comparaison effectuee entre 6 temoins et 6 traites 
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Conclusion: 

Cette experience montre clairement I'augmentation du contenu intracellular en ascorbate 14 C des cellules trai- 
tees avec I'extratt l 3 (tableau 3). Cette augmentation est importante (+ 55 %) des la concentration de 1 |ig/ml et est 
s statistiquement significative (p = 0,005). Aux concentrations de 2,5 et 5 uxj/ml, I'extrait l 3 augmente egalement de 
maniere significative (p = 0,003 et p = 0,0001 respect ivement) la contenu intracellulaire en ascorbate" 14 C (52 % et 78 
% respectivement), le maximum d'effet se situant & la concentration de 5 ng/ml. 

Ainsi les extraits de Bertholletia favorise tres nettement r incorporation de la vitamine C dans les fibroblastes. 

io Exemple 6 



Composition de soin cosmetique contre le relachement cutane 






Extrait methanolique de pericarpe de noix de Bertholletia excelsa (exemple 2) 


0,2 g 


Asiaticoside 




3g 


Palmitate de Vitamine A 




0,01 g 


Extrait de proline de ble 




2g 


Excipient penetrant et parfume sous forme d'emulsion huile dans I'eau 


qsp 


100 g 



20 

Cette composition combat le relachement de la peau et restaure sa fermete. Appliquee sur les zones du buste, 
elle retend les tissus, leur donnant un plus bel aspect des six semaines de traitement quotidien. 

Exemple 7 

25 

Gel tenseur anti-rides pour le visage 





Extrait de Bertholletia excelsa (exemple 1 ) 


0,3 g 


30 


Palmitate de Vitamine A 


0,06 g 




Acetate de Vitamine E 


0,1 g 




Acide lactique 


1,5g 




Acide glycol ique 


0,2 g 


35 


Ethanol 


5g 




Excipient gel qsp 


100 g 



Ce gel peut etre utilise en applications locales sur les zones du cou et du front, avec massage jusqu'a penetration 
complete. Des six semaines, la peau est moins ridee et plus tonique. Son grain est plus fin, et le visage plus lumineux. 

40 

Exemple 8 

Fond de teint traitant 

45 



Extrait aqueux de pericarpe de noix de Bertholletia excelsa (exemple 3) 


0,3 g 


Extrait de Centella asiatica 


0,2 g 


Ceramides de ble 


0,2 g 


Proteines de ble 


3g 


Excipient colors fluids qsp 


100 g 



Ce maquillage de soin contribue & donner immediatement un effet tenseur perceptible et agit Egalement en pro- 
fondeur sur les zones traitees ayant tendance au relachement. 

55 
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Exemple 9 

Emulsion dermatoloqique 

5 



Extrait de Bertholletia excelsa (exemple 1) 




0,5 g 


Palmitate d'ascorbyle 




0,5 g 


Excipient 6mulsionne sans parfum 


qsp 


100 g 



10 

Cette preparation dermatologique pourra etre utilisee en applications locales sur les zones a traiter dans le cas 
d'epidermolyse bulleuse. Des signes nets d'ameiioration cliniques apparaitront. Cette composition devra cependant 
n'etre utilised que sur prescription et surveillance medicale stricte. 



75 



Revendications 



1. Utilisation d'un extrait de Bertholletia, en particulier d'un extrait de Bertholletia excelsa comme agent cosmetique 
destine a stimuler la synthese du collagene VII et/ou a favoriser I' incorporation de la vitamine C dans les cellules 

20 de ia peau, en particulier dans les fibroblastes. 

2. Utilisation selon ta revendication 1, caracterisee en ce que ledit extrait est utilise pour stimuler la synthese du 
collagene VII. 



3. Utilisation selon la revendication 1 , caracterisee en ce que ledit agent cosmetique est utilise pour favoriser I'incor- 
poration de la vitamine C dans les cellules de la peau, en particulier dans les fibroblastes. 

4. Utilisation selon Tune des revendications prec6dentes, caracterisee en ce que ledit agent cosmetique est incorpore 
dans une composition a usage topique contenant en outre de la vitamine C ou un derive d'acide ascorbique. 

5. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 4, caract6ris6e en ce que ledit agent cosmetique est incorpore dans 
une composition cosmetique a une concentration comprise entre 0,0001 % et 1 % en poids par rapport au poids 
total de ladite composition, de preference entre 0,01 % et 0,25 %. 

6. Utilisation d'un extrait de Bertholletia, en particulier d'un extrait de Bertholletia excelsa, pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique, notamment dermatologique destinee a traiter les pathologies liees a une deficience 
de la jonction dermo-epidermique, en particulier celles liees a une deficience de ta synthese du collagene VII. 

7. Utilisation selon la revendication 6, caracterisee en ce que ladite composition est utilisee pour le traitement de 
I'epidermolyse bulleuse. 

8. Utilisation d'un extrait de Bertholletia, en particulier d'un extrait de Bertholletia excelsa, pour la fabrication d'une 
composition pharmaceutique, notamment dermatologique destinee a traiter les pathologies liees a une deficience 
de I' incorporation de la vitamine C dans les cellules de la peau, en particulier dans les fibroblastes. 

9. Utilisation selon I'une des revendications 6 a 8, caracterisee en ce que la composition pharmaceutique contient 
en outre de la vitamine C ou un derive d'acide ascorbique. 

10. Utilisation selon I'uhe des revendications 6 a 9, caracterisee en ce que ladite composition pharmaceutique contient 
so une concentration d'extrait de Bertholletia comprise entre 0,0001 % et 1 % en poids par rapport au poids total de 

ladite composition, de preference entre 0,01 % et 0,25 %. 

11. Utilisation selon I'une des revendications 5 a 10, caracterisee en ce que ladite composition cosmetique ou phar- 
maceutique contient en outre une substance active choisie parmi le groupe constitu6 par I'acide madecassique, 

^ I'acide asiatique, le madecassoside, I'asiaticoside, l'alpha-1 -proteinase inhibiteur, les inhibiteurs de collagenase, 

tels que I'acide r6tinoique, les inhibiteurs d'6lastase, la lysine, la proline, le 2-oxoglutarate, le gins6noside Rq, la 
vitamine D et ses derives, les ecdysteroi'des, en particulier la beta-cedysone et la vitamine E. 



25 
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40 



45 
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2. Utilisation d'un extrait de Bertholletia, en particulier d'un extrait da Bertholletia excclsa, dans un milieu de culture 
de cellules, en particulier de cellules de la peau humaine, notamment de fibroblastes et de k6ratinocytes, comme 
agent destind a stimuler la synthese du collagene VII a partir desdites cellules et/ou comme agent destin6 a fa- 
voriser r incorporation de la vitamine C dans lesdites cellules. 

3. Utilisation selon la revendication 1 2 pour la pr6paration d'une peau reconstitu6e; 

4. Utilisation selon Tun© des revendications 12 ou 13, caractdris^e en ce que Ton introduit de 0,1 i^g/ml a 10 |ig/ml 
d'extrait de Bertholletia dans ledit milieu de culture. 

5. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 14, caract6ris6e en ce que I'extrait de Bertholletia precite* est obtenu 
par extraction par un solvant polaire, avantageusement choisi dans le groupe constitue" par I'eau, les alcools com- 
portant de presence de 1 a 4 atomes de carbone, tels que methanol ou elhanol, les solvants chlor6s comportant 
de preference 1 ou 2 atomes de carbone tels que le chloroforme ou le dichloromelhane, les esters organ iques 
comportant de preference de 3 a 6 atomes de carbone et d'un solvant mixte a base d'un melange quelconque des 
solvants precites. 

6. Utilisation selon la revendication 15, caracterisee en ce que le solvant polaire est choisi dans le groupe constitue 
par I'eau, le methanol, I'Sthanol, et un solvant mixte a base d'un melange quelconque des solvants precites. 
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